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(54) Title: SYSTEM FOR PROTEIN EXPRESSION AND SECRETION ESPECIALLY IN CORYNEBACTERIA 

(54)Titre: SYSTEME D'EXPRESSION ETDE SECRETION DE PROTEINES UTILISABLES EN PARTICULIER CHEZ 
LES CORYNEBACTERIES 



(57) Abstract 

System for the expression and secretion 
of an amino acid, a polypeptide or a protein 
determined by a coiynebacteria strain. The 
system is characterized in that the sequence 
coding for said amino add. polypeptide or 
protein is located in a chromosomal or plas* 
mid DNA region v^here said sequence is tran- 
scribed towards the S' end with at least one 
part of the sequence coding for the signal se- 
quence of proteio PSl or VS% said part secret- 
ing said protein after translation upon incor- 
poration of the system into said coiynebacte- 
ria strain. 
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t^e d'expression et de s£cr6tion d'un Bmino-adde, polypeptide ou protiine ditermini par une souche dc coryndbactcrie, caracte- 

risi en ce que la sequence qui code pour ledit amino-adde, polypeptide ou ladite proteine est situ^e dans une region d' ADN chro- 

mosomique ou plasmtdique oil ladite sequence est transcrite avec vcis rcxtr6mitc 5' au moins une partie de la sequence codant 

pour la sequence signal de la protfcine F51 ou PS2, ladite partie assurant la secretion de ladite protiine apr^ traduction lorsque le 

systime est incorport dans ladite souche dc corynibact^rie. 
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SYSTEME D'EXPRESSION ET DE SECRETION DE PROTEINES 
UTILISABLES EN PARTICULIER CHEZ LES CORYNEBACTERIES 

La presente invention concerne notamment des systemes 
d'expression et de secretion de proteines utiiisables, en particulier, chez les 
corynebacteries, ainsi qu*un precede nnettant en oeuvre ces systemes, ainsi 
que de nouvelles proteines liees a ces systemes d'expression. 

Les corynebacteries constituent un groupe de bacteries gram 
positif, de morphologie irreguliere, represente par une grande variete de 
souches. 

En depit du fait que les cellules gram positif ont une structure 
simple facilitant la secretion de proteines dans le milieu exterieur, la 
secretion des proteines par les corynebacteries a ete tres peu etudiee 
jusqu'ici, Seules la toxine diphterique secretee par certaines souches de 
Corynebacterium diphteriae infectees par des phages lysogeniques tox+ 
^5 (Smith 1980 : 3. BacterioL 141 pp ll(f2 ; Smith et aL 1980 : 3. Bacteriol. 
IMl pp IS^* ; Greenfield et aL 1983 : PNA5 USA 80 pp 6853) et I'etude de la 
sequence nucleotidique d*un gene implique dans la secretion d*une DNase 
par Corynebacterium glutamicum (W. Liebl et A.S. Sinskey 1986 t Genetics 
and Biotechnology of Bacteria, Vol. 2 pp 383-388) ont ete rapportees. 
20 Le brevet americain US 4 965 197 decrit un systeme 

d'expression et de secretion utilisable chez Corynebacterium sur la base de 
la DNAse decrite precedemment ; neanmoins il semble que cette proteine 
ne soit pas majoritaire et que dans ces conditions, le systeme de secretion 
correspondant soit peu interessant* 
25 C'est pourquoi I'invention concerne un systeme d'expression et 

de secretion dans une bacterie de type corynebacterie comportant les 
elements de secretion de deux proteines se trouvant majoritairement dans 
le surnageant de culture de certaines corynebacteries. 

It s*agit notamment d*un systeme d'expression/secretion d'un 
30 amino-acide, polypeptide ou proteine determine par une souche de 
corynebacterie, caracterise en ce que la sequence qui code pour ledit 
amino-acide, polypeptide ou ladite proteine est situee dans une region 
d*ADN chromosomique ou plasmidique ou ladite sequence est transcrite avec 
vers I'extremite 5' au moins une partie de la sequence codant pour la 
35 sequence signal de la proteine PS! ou PS2» ladite partie assurant la 
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secretion dudit amlno-acide, polypeptide ou de ladite proteine apres 
traduction iorsque ie systeme est incorpore dans ladite souche de 
corynebacterie. 

Plus particulierement, la presente invention concern e un 
^ systeme d'expression et de secretion dans une corynebacterie comprenant : 

- une soudie de corynebacterie, 

- une cassette de secretion contenant une premiere sequence d*ADN 
fonctionnelle pour I'expression dans ladite souche de corynebacterie, une 
seconde sequence d*ADN qui code pour un amlnoacide, un polypeptide et/ou 
une proteine, et une troisieme sequence d'ADN inseree entre lesdites 
premiere et seconde sequences d'ADN qui codent pour des elements d'une 
proteine choisie parmi PSi ou PS2, qui assurent la secretion desdits 
amino-acides, polypeptides et/ou proteines par ladite souche de coryne- 
bacterie. 

^•5 U doit tout d'abord etre compris que dans le cadre de la 

presente invention la terminologie "corynebacterie" designe non seulement 
ies souches du genre Corynebacterium mais egalement les bacteries 
apparenteesy telles que Brevibacterium> 

Le systeme d'expression de la presente invention peut se 

20 trouver sur un plasmide autoreplicatif dans corynebacterie et dans ce cas, 
le plasmide comportera une origine de replication fonctionnelle dans la 
souche, par exemple dans Corynebacterium une origine de replication 
PBL U mais peut egalement etre portee par un plasmide non replicatif 
destine notamment a I'integration chromosomique, dans ce cas le plasmide 

2^ comportera des elements permettant la recombinaison et I'integration 
chromosomique ; dans le cas de I'integration, le systeme d*expression se 
trouvera finalement dans le chromosome de la bacterie en cause. 

En particulier, dans ie cas de i'integration chromosomique, on 
a pu demontrer que I'insertion d'une sequence d'ADN heterologue dans le 

^0 gene cspi codant pour PSI ou csp2 codant pour PS2 n'affectait pas la 
crolssance de la souche correspondante* Dans ces conditions, il est possible 
d'integrer une sequence codant pour un amino-acide, un polypeptide ou une 
proteine en phase dans cspl ou csp2 afin d'obtenir Texpression/secretion 
des produits d'expression de la sequence codante inseree* 

35 Parmi les sequences d'ADN fonctionnielies pour I'expression 

dans la souche de corynebacterie il faut citer aussi blen des elements 
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d^expression homologues que des eiements d*expression heterologues, 
c'est-a-dire qu'il peut s'agir d'eiements qui existent deja dans ia bacterie 
h6te ou bien qui au contraire, proviennent d*une bacterie differente* 

Ces elements d'expression comporteroni essentiellement un 
5 promoteur et un site de fixation des ribosomes, mais il est possible 
egalement de prevoir d'autres elements notamment du type elements de 
regulation de I'expression. 

Parmi les elements d*expression utilisables dans les coryne- 
bacteries, on utilisera plus particulierement le promoteur Ptac qui est un 

10 promoteur fort, hy bride trp/lac inductible par IPTG et qui se revele 
fonctionnel chez les corynebacteries comme chez E, coli j mais il est 
possible d'utiliser d*autres promoteurs, par exemple, comme cela sera decrrt 
ci-apres, des promoteurs ou d'autres elements d'expression de gene de 
structure de corynebacterie, par exemple le promoteur de la gdhA* II est 

15 possible egalement de prevoir d*utiiiser, par exemple, les elements 
d'expression, notamment le promoteur de l*une des proteines PSl et/ou P52 
tels qu*iis sont identifies dans le cadre de la presente invention, 

Les elements d*expression peuvent egalement comporter des 
sequences d'ADN assurant la regulation de l*expression des genes en aval. 

20 Parmi les elements assurant une bonne expression on peut 

prevoir de pouvoir placer a la fin de la sequence codante un element 
d*arret de traduction, sous forme d'un ou plusieurs codons stop, ou un 
element d'arr€t de ia transcription. 

Parmi les elements assurant la secretion il faut citer, comme 

25 cela a ete indique precedemment, tout ou partie de la sequence signal de 
Tune des proteines PSl ou P52 ainsi que les equivalents de ces sequences, 
sans modification ou perte de la propriete de secretion. 

En effet, 11 est certain qu*il est possible d*apporter grice a des 
techniques connues teiles que des mutations ponctuelles des modifications 

30 mineures aux sequences de secretion, tout en conservant le meme type de 
propriete de secretion, c'est pourquoi la presente invention entend 
egalement couvrlr ces sequences equlvalentes* 

Le systeme d'expression de la presente Invention peut enfin 
comporter d'autres elements, notamment des elements tels que des 

33 terminateurs de transcription, par xemple le t rminateur des proteines 
PSl et/ou PS2, ou de la gdhA. 
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Dans certains cas, il peut etre interessant d'adjoindre aux 
sequences d'expression et de secretion, toute ou partie de la proteine PSl 
afin d'obtenir des proteines fusionnees^ dont la secretion et le taux 
d'expression peuvent dans ces conditions €tre ameliores. 

Les systemes d'expression selon Tinvention, peuvent comporter 
des elements heterologues qui permettent la construction dans des 
bacteries differentes des corynebacteries par exemple comme cela a ete dit 
precedemment une origine de replication fonctionnelle dans coii mais 
egalement d'autres elements comme un gene -marqueur qui peuvent faciliter 
le transfert dans Corynebacterium. 

Le gene marqueur peut Stre, bien entendu, de type tres vane 
pour autant qu'il soit fonctionnel chez corynebacterie, il pourrait s'agir d'un- 
gene de selection positif ou negatif tel qu'une resistance specifique, 
neanmoins dans I'etat actuel des recherches ces genes ne sont pas aisement 
disponibies. On utilisera done de preference le gene celA de la ceilulase de 
Clostridium thermocellum (ceiA) qui confere le phenotype CMC*, mais il 
est possible d'utiliser d'autres genes marqueurs, notamment lacZ d' E. coll. 

Dans le cas ou ie gene marqueur est celA> les bacteries 
transformees sont selectionnees pour le caractere CMC* apres insertion de 
la sequence codante dans un site de restriction approprie comme BstXI. 

Dans le precede selon l*invention, on prevoiera^ de preference, 
que le gene marqueur puisse etre facilement elimine apres verification de 
la construction notamment en pla^ant des sites de restriction entre le gene 
marqueur et la sequence codante. 

La sequence codante pourra etre naturelle, synthetique ou 

mlxte. 

Le systeme d'expression et de secretion de la presente 
Invention est bien entendu destine plus particulierement a assurer la 
production de produits d'inter6t industriel, c'est pourquoi les sequences 
codantes coderont plus particulierement pour un peptide, un polypeptide, 
ou une proteine d'lnterSt industriel mais il pourra egalement s'agir d'une 
sequence codant non pas directement pour une proteine d'interet industriel, 
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mais pour une proteine pouvant mtervenir dans la maturation et/ou 
{'elaboration d'un aminoacide, d'un polypeptide, ou d'une proteine 
presentant un inter§t industriel. 

Les precedes selon I'invention sont plus particulierement 
destines a I'expression de sequences d'acides amines, notamment des 
sequences repetitives, il s'agit done principaiement de sequences synthetiques. 

Cette seconde sequence de DNA codant pour ces differents 
produits pourra egalement comporter certains elements destines a assurer 
la maturation du produit secrete* 

Dans ie cas d'une sequence synthetique, ie choix de la 
sequence codante permet la constitution : 

- d'une sequence d'acides amines quelconque ; 

- d'une sequence d'acides amines repetitive a n repetitions du 
type (aa^..-^ aa^ )^ ; 

- d*une sequence repetitive contenant en position COOH- 
terminaie aa^ un acide amine charge positivement ou negativement. Cet 
acide amine peut permettre d'ameliorer Texpression genetique mais permet 
avantageusement 

(i) d*isoler Ie polypeptide du fait de son caractere ionique marque ; 

(ii) de cliver par protease specif ique le polypeptide en unite (aa|.....aa ) ; 

(iii) d'enlever si necessaire Tacide amine terminal aa^ par des carboxy 
peptidases specifiques ; 

- d'une sequence repetitive contenant en portion NH^ ou 
COOH terminale aa^ ou aa^^ un acide amine conferant un avantage desire. 
Dans les exemples, la sequence exprimee code pour un polypeptide de 
structure {ala-gln)2Q et {ala-gln-lys)^Q, La sequence ala-gln ou ala-gln-lys 
peut #tre liberee par traitement enzymatique ulterieur* On peut prevoir 
d'autres polymeres de ce type tels que Ala-Gln-Tyr ou Ala-Gln-Met qui 
peuvent §tre liberes par traitement enzymatique ou chimique. 

Le choix des codons de ta sequence codante peut influencer 
Texpression dans les corynebacteries^ il convient de preference de prevoir 
une sequence ayant une richesse en GC de I'ordre de 50 a 60 %. 
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Dans le cas de I'exempie la sequence codant pour (AQ)2q est 
GCX CAG avec X = A ou T ou C ou G ; en effet si aucun des codons n'est 
prefere pour l*aiamne^ par contre le codon CAG est tres nettement prefere 
pour la glutamine. Dans ce cas, le pourcentage de GC est de Tordre de 
5 75 %, ce qui peut constituer une limitation, c'est pourquol on envisage 
rutiiisation de polymeres comportant 3 amino-acides dont le troisieme est 
riche en A et T pour ramener le pourcentage a 55 96. 

Tyr, Lys et Met possedent deux A ou T dans les deux 
premieres bases de leur codon et permettent done de faire descendre le 
10 pourcentage en GC de 75 % a environ 60 %, ce qui devient plus proche du 
pourcentage en GC trouve chez les corynebacteries, D'autres part, bien sur, 
rinterSt industriel pour ces deux acides amines en position COOH-terminal 
de la glutamine (Q) a ete considere et existe. 

La presente invention concerne egalement les souches de 
1-^ corynebacteries comportant un systems d'expression et de secretion tel 
qu'il a ete decrlt precedemment, et plus particulierement lorsque la souche 
est une Brevibacterium notamment une souche de Brevibacterium 
lactofermentum. 

Enfin, la presente invention concerne un procede d'obtention 
20 d'aminoacides, de polypeptides} ou de proteines caracterise en ce que Ton 
cultive dans un milieu de culture une souche de corynebacterie transformee 
telle que cela a ete decrit precedemmentt dans laquelle la seconde 
sequence de DNA code pour lesdits aminoacides ledit polypeptide, et/ou 
ladite proteine et en ce que l*on separe eventuellement ^pres culture ledit 
25 produit du milieu de culture* En effet, grSce a ce procede, le produit 
interessant a ete secrete et se trouve done dans le milieu de culture duquel 
11 peut Stre isoie par des procedes connus, qu'il s'agisse de techniques de 
separation telles que la chromatographic, la precipitation selective par 
exemple, celle-ci devant etre adaptee evidemment a la nature de la 
30 molecule produite* 

11 est egalement possible de prevoir la separation du 
concentrat bacterien puis la separation de la proteine determinee, 
fusionnee ou non avec PSl ou P52 a partir de ce concentrat, par exemple 
par utilisation d'un agent tensio-actif. En effet, PSl et PS2 etant des 
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proteines parietaies, une partie des proteines secretees avec ce systeme 
restent ancrees dans la paroit ce qui peut faciliter leur separation car avec 
certains detergents la bacteria n'est pas lysee. 

La transformation des corynebacteries par des plasmides est 
5 realisee de preference par electroporation (Bonamy C,, Guyonvarch A., 
Reyes David *F. and Leblon G. (1990) FEM5 Microbiology Letters 66 : 
263-270) ou par tout autre precede approprie, 

Les conditions de fermentation permettant la preparation 
d'amino acides, peptides et/ou proteines dependent evidemment du type de 
10 produit obtenu ainsi que de la souche specifique mise en oeuvre, il s'agit la 
d'elements qui doivent etre determines specifiquement pour chaque souche 
en "fonction des connaissances de I'homme de metier. 

La presente invention concerne egalement des systemes 
d'expression comportant tout ou partie des signaux d'expression de cspl , 
13 csp2 et de la gdh A ou tout ou partie de ces trois genes, ainsi que les 
souches ex prima nt ce type de systemes^ notamment les souches de 
corynebacteries. 

Dans les procedes mettant en oeuvre les constructions 
decritesy i'expression/secretion de I'amino-acidey polypeptide ou proteine 
20 determine sera reguiee par la temperature, le milieu de culture et/ou ia 
nature des sucres pour PSl et PS2 et la concentration en sels <NH^^ 
notamment), metabolites (glutamate) et sucres (glucose/fructose) pour les 
systemes a gdhA, 

La presente invention concerne egalement les proteines 
23 comportant tout ou partie de la sequence de PSl ou PS2, en particulier 
comportant un ou plusieurs sites antigeniques de ces proteines. Lesdites 
proteines peuvent dtre utilisees a titre d*element atypique, notamment dans 
des trousses de diagnostic, de meme que les anticorps correspondants. 

L'invention concerne egalement les souches de corynebacteries 
30 dans lesquelles la proteine determinee est ancree sur la parol par la partie 
de PSl ou PS2 remplissant cette fonction d'ancrage ou bien dans lesquelles 
les epitopes antigeniques de PSl ou PS2 sont exposes sur la parol. 

Les exemples ci-apres sont destines a mettre en evidence 
d*autres caracteristiques et avantages de la presente invention et ne sont 
35 en aucun cas limitatifs* 
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. Figure 1. Schema du plasmide pCGL6l2. Plasmide d6nv6 du pUN121 ( Nilsson, 
B., Uhldn, M.. Josephson, S., Gatenbeck, S., and Phiiipson, L. (1983) An 
improved positive selection plasmid vector constructed by oligonucleotide mediated 
mutagenesis. Nucleic Acids Res 11: 8019-8029.) contenant un fragment de 2.6 kb de 
5 C. rnelassecola ATCC17965 portant V integrality du g^e csp] pennettant la synthase 
de la prot6ine PSl. 

Figure 2« Sequence nuci^otidique et s^uence d' acides aminds correspondante du 
ghnc cspl de Corynebacterium gluiamicum dite Corynebacterium melassecola 
ATCCI7965. La num^rotation des nucleotides est pr^sente sur le c&i6 droit de la 

10 figure. Les sequences nucl^otidiques rdpet^es sont entourees. La s^uence probable 
Shine-Dalgamo est soulign^e. Un palindrome de 24 pb qui correspond 
vraisemblablement au tenninateur de transcription est indiqu6 par des fl&ches 
invers^es. Cette sequence apparait dans la banque de donndes de sequences* 
nucMotidiques EMBL sous te num^ro d' acc^ X66078. 

15 Figure 3. Carte de restriction de la region d' ADN de C melassecola ATCC17965 
s^quencde portant cspL 

Figure 4. Alignement des sequences de la prot^ine PSl de C. glutamicum et des 
protdines du complexe antig^nique 85 de Mycobacterium, 85B M II repr^sente V 
antigfene85-B de Af. kansaii (MIPSG16235). 85B M b. repr^sente Y antigene 85-B 

20 de M. bovis (MIPSC83179). 85B Af. I reprdsente 1' antigene 85-B de M. leprae 
(EMBLX60934). 85C M. t. reprdsente V antigfene 85-C de M. tuberculosis 
(EMBLX57229). 85A M b. reprdsente 1* antigene 85-A de M bovis (M1PSA28544), 
85A M. t. repr^sente V antigene 85-A de M. tuberculosis (MIPSI60062). Les 
sequences one 6i6 align^es en utilisant le programme FastA de "Genetics Computer 

25 Group" (University of Wisconsin, USA). La numerotation des r<Ssidus est donnde 
pour chaque protdine au ddbut de chaque ligne. Les rdsidus d' acides amines similaires 
trouvds entre les diffdrcntes protdines sont entourds. Les rdsidus cosiddrds comme 
similaires sont les siuvants; acides ou amides (D, E, N, Q); basiques (H, K, R); 
polaires (P, A, G, S. T); non polaires (I, L, M, V) et aromatiques (F, W, V). Les 

30 rdsidus d' acides amines identiques entre les sept piotdines sont indiquds par une diotle 
au-des5us des rdsidus concemds. 

remarque: pom- chaque antigene, le numdio d* accession est prdcisd associd au nom de 
la banque de donndes consid€r€e et flgurent entre parentheses. 
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Figure 5, Interruption du gene cspL 

Integration dans le chromosome d' un gfene cspl intcrrompu. pCGL613' est non 
r^plicatif chez C. glutamicum , il contient cspl ( zone noircie ) interrompu par le gene 
apkAJ (Km), wt, B. lactofermentum ISsauvage el Acspl, V integrant conienant csp2 
5 interrompu. 

Figure 6. Construction du plasmide pCGL6I6. 

Le plasmide pCGL616 correspond au plasmide pCGLl25 dot6 du g^ne cspl de C. 
glutamicum. 

Figure 7. Plasmides permettant la synth^e de proteines PSl tronquees. 
10 Schdma des vecteurs derives de pCGL6l6, precision de la laille des proteines 
attendues et de leur ddiection (+) ou non (-) par Western blotting avec des anticorps 
polyclonaux anti-PS 1. 

Figure 8. Construction du plasmide pCGL1030. La region noramee A dans le* 
schema contient le promoteur de cspJ suivi de la region d' ADN correspondanl k la 
15 sequence signal de PSl et des 30 premiers acides amines de sa sequence mature. 

Figure 9. Construction du plasmide 1031. La region nomm^e A est d^crite dans la 
figure 8. La region de jonction entre PSl et EGA a 6t6 sdquencde et le detail de cette 
sequence est pr6sent£. 

Figure 10. Construction du plasmide 1032. La region nomm^e A est ddcrite dans la 
20 figure 8. La region de jonction entre PSl . (AQK) 10 et EGA a ^t^ sdquenc^e et le detail 
de cette sequence est pr^nt^ 

Figure 11. Constnicdon du plasmide 1033. La region nomm^e A est d^crite dans la 
figure 8. La region de jonction enU-e PSl, (AQ)19 et EGA a 6i6 sdquencee et le detail 
de cette s^uence est pr6sent£. 
25 Figure 12. Sequence nucltotidique et sequence & acides amines correspondante du 
gfene csp2 de Corynebacierium glutamicum dite Corynebacterium melassecola 
ATCC17965. La num6rotation des nucleotides est pr^sentde sur le ctx€ droit de la 
figure. La sequence probable Shine-Dalgamo est soulignie. Un palindrome de 22 pb 
qui correspond vraisemblablement au terminateur de transcription est indique par des 

30 fishes inversto. 

Figure 13. Carte de restriction de la region d' ADN de C. melassecola ATCC17965 

s^uencde portant cspl. 

Figure 14. Interruption du gfene csp2 chez C. glutamicum. 
Integration chromosomique du gfene interrompu. Le plasmide pCGL830 non repUcatif 
35 chez C glutamicum, porte le gfene cspl interrompu par le gfene aphllL Le sens de 
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transcription des g^nes aphlll et csp2 est reprdsent^ par une fl&che sur le plasmide 
pCGL830. Wt» reprfeente la souche B. lactofermenium 15 el csp2 :: aphlll^ 
Hnt^grant avec le g^ne csp2 inteirompiu 

Figure 15. Translocation de PS I en fonction de la temperature. 10 ml de culture en 
5 phase exponentielle (DO650=l) k 34*0 ont 6t£ marqu& avec la methionine 35s (37 
TBq/mmoie, 16nM en concentration finale) durant 1 mn. A la fin du pulse du 
chloramphenicol (ICX);{gAmi) et de la methionine 32S (concentration finale 0,5 mM) 
sont alors ajoutds. 1ml d* aliquote est pr^leve et rapidement refroidi k la temperature 
indiqu^e. U incubation est continu^e k cette temperature pendant 30 mn et la fraction 

10 s^cret^e paridtale de PSl est extraite. L* extrait est alors soumis k un SDS-PAGE et 
autoradiographic (a). L' intensity des bandes est deternun6e par densitometrie (b, axe 
de gauche) et est donnee en unit£ arbitaire, sur une base de 100 k 34*^0. La 
translocation est fonction de la transition de phase des lipides de la membrane. 
Figure 16. Carte de restriction du g&ne gdhA. 

15 Figure 17. Sequence complete du fragment Nhel-Blgl contenant le gfene gdhA de 
melassecola. 

Figure 18. Construction de pCGL141 et pCGL142, vecteurs de fusion cntre le 
promoteur du ghne gdhA et le ghm lacSL 
Figure 19^i Oligonucleotides utilises dans les consuiictions. 
20 Figure 20. Construction de pPROK(AQ)2ocel A 

Figure 2h Detail de construction plagant le gfene synthetique entre ptac et le gfene 
cel A * a) construction pla9ant ceLA sous ie contrdle de ptac» b) devenir de la 
constrtiction apr^ introduction du polypeptide AQ. 

ptac : promoteur tac 
25 RBS : site de lioison ou ribosome 



I — I : sefience^l^ADN equivolent o une portiedelo sequence signal d'EGA 
. se'quence d'ADN equivalent d la sequence codonted'EGA 




30 




P : premier ocide amine appartenont a la sequence signal d'EGA 



Figure 22. Structure de pCGLI25. 
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Exemple 1. Identiflcatton de PSl et de PS2 dans Je surnageant dc 
culture et dans la paroi de Corvnebacterium elutamicum. 

L* analyse d' un gel de polyacryjamide en condition d^naturante (SDS-PAGE) 
5 (Laemmii, U. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the 
head of bacteriophage T4. Nature 227: 680-685.) d* un surnageant de culture de la 
souche Corynebacterium melassecola ATCC 17965, actuellement red^finie comme une 
souche de Corynebacierium glutamicum (Jones. D., and Collins, M. D. (1986) 
Irregular nonsporing Gram-positive rods. In Sergey's Manual of Systematic 

10 Bacteriology. Williams and Wilkins (eds), Baltimore, vol. 2, pp. 1261-1434.) montre 
deux prot^incs majeures nomm^es PSl et PS2 de masse mol^culaire approximative 
670(X) et 63000 respectivement. Les concentrations de PSl et dc PS2 suivent la 
courbe de croissance de la bactdrie et atteignent leur maximum en phase stationnaire. 
Une fraction sdcr6t6e importante de ces proi^ines et surtout pour PS2 est ^galement 

15 situ^e dans la paroi de la bact^rie. Pour extraire PSl et PS2 de la paroi un traitement 
des bactdries au SDS est utilise, qui ne provoque pas de lyse significative de la 
bact^rie. Ainsi, pour obtenir une concentration maximale de PSl et de PS2, il est done 
possible de cumuler les deux fractions s^cr^t^es, surnageant de culture et fraction 
pari^tale, et d' obtenir une preparation finale od PSl et PS2 sont fortement 

20 majoritaires. Des anticorps polyclonaux ont ^t^ prdparfe contre PSl et PS2, il n* y a 
pas de ration immunologique croisde enure les deux prot^ines ce qui montre bien que 
ces prot^ines sont diffdrentes. Des protdines ayant de fortes reactions immunologiques 
croisees avec PSl et PS2 ont €x€ trouv^es dans le surnageant de culture de souches 
bact^riennes apparent^es 4 Corynebacterium melassecola ATCC17965 comme la 

25 souche Brevibacterium lactofermenium 15 (Bonnassie, S., Oreglja, J., Trautwetter, 
A., and Sicard. A. M. (1990) Isolation and characterization of a restriction and 
modification deficient mutant of Brevibacterium lactofermentum. FEMS Microbiol 
Letters 72: 143-146.), Brevibacterium lactofermentum ATCC21086 et 
Brevibacterium flavum ATCC 14067. PSl et PS2 ont €i€ testdes pour plusieurs 

30 activity enzymatiques incluant 1* activity invertase, pectinase, nuclease, collagdnase, 
amylase, bact^riocine, endoglucanase et protease k large spectre. Aucune de ces 
activity enzymatiques n* a pu £tre associde & PSl ou PS2. 
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Exemple 2. Evidence de la fonctionalit^ du peptide signal de PSl chez 
Escherichia coii (Figure 1). 

Lorsque le gfene cspl portd par le plasmide pCGL612 (Hgure 1) est exprime 
5 chsz £. coU TGI, V analyse par Western blotting d* un extrait brut de ce recombinant 
avec les anttcoips anti-PS 1 r^v^e la presence d' une protdine majeure qui a la m^me 
masse moldculaire que la prot^ine PSl presente dans le sumageant de culture de C. 
melassecola . Une proteine minetu'e de masse moldculaire Idg^rement superieure est 
^galement d^tect^e. En fait la bande prot^ique majeure correspond k la forme mature 
10 de PSl (sans sequence signal) et la bande prot6ique mineure k la forme prdcurseur de 
PSl (avec la sequence signal). 

En effet, dans une premi&re experience, la liberation des pro twines 
p^riplasmiques (enzymes secr^t^es) de la souche recombinante £. colt 
TGl(pCGL612) par choc osmotique (Heppel, L. A. (1967) Selective release of 

15 enzymes from bacteria. Science 156: 1451-1455.) et la detection du contenu en 
prot€ines lib^rdes par Western blotting avec des anticorps anti-PS 1 ne r^v^Ie que la 
prot^ne majeure. U activity isocitrate dehydrogenase (Shiio, 1., and UJigawa, K. 
(1978) Enzymes of the glutamate and aspartate synthetic pathways in a glutamate- 
producing bacterium, Brevibacterium flavum. J Biochem 84: 647-657.) de la souche a 

20 €t6 mesurfe en guise de contr61e de lyse; cette lyse a ^t^ estimfe dans cette experience 
k moins de 1%, Ceci am^ne k la conclusion que la bande prot^ique majeure 
correspond k la fonne mature de PSl et que la proteine est exportde k tmvers la 
membrane cytoplasmique d' colL 

Dans une deuxi&me experience, I' extrait brut de la souche recombinante £. 

25 coU TGl(pCGL612) a ete analyse par Western blotting avec les anticorps anti-PS 1 
avant et apr^ addition de chloramphenicol pour inhiber la synthase proteique. La 
bande mineure disparalt progressivement apr&s V inhibition de la synth^e proteique. 
Cet^ bande mineure de RSI ne disparait pas si on ajoute 5 minutes avant 1* addition de 
chloramphenicol le CCCP (carbonyl cyanide m*chlorophenylhydrazone)« un 

30 protonophore qui dtssipe la force proton-motrice k travers la membrane 
cytojdasmique. La disparition de ia bande mineure de PSl n' est done pas le resuitat 
d' une degradation par les proteases. Sa disparition progressive apr&s inhibition de la 
synth^e proteique et son absence du periplasme sont en accord avec V hypoth&se de 
la maturation de cene foime precurseur par une sequence signal peptidase situee dans 

35 la membrane et sa translocation k travers la membrane cytolasmique. Ce resuitat 
montre egalement que chez £. coli la maturation de PSl est dependante de la force 
proton-motrice, in vivo. 
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Exemple 3. Sequence nucleotidiauc du gene cspl codant pour PSl 

Le s^quen^a^e d' un fragment de 2547 paires de base contenani le gene codant 
pour PSl, nomm6 cspl ^ et de la region en amont a 6i6 rdalis^. La sequence 
5 nucl6otidique est pr^sent^ dans la figure 2 (sequence ID n*" 1). La figure 3 represente 
la carte de restricdon de cette region s^uencee. 

Par analyse informatique, une phase ouverte de lecture de 1971 paires de base 
a €t€ identifi^ correspondant h 657 acides amin^. 

Les signaux putatifs de ddmarrage de traduction 

10 (GAGAAGGAAAACTTCATG) et de d^marrage de transcription (TACATA(-35) et 
TAAGAT(-10) ont dt6 identifies. La sequence AGAAGGA extraite du site de fixation 
aux ribosomes d^crit ci-dessus est compl^mentaire (soulignage) de V extrdmit^ 3* de T 
ARNr des bacteries de type Gram positive Staphylococcus aureus et Siepiomyces' 
lividans (5*-GAUCACCUCCUUUClJOH-3') (McLaughlin, J. R.. Murray, C. L.. 

15 and Rabinowitz, J. C. (1981) Unique features of the ribosome binding site sequence 
of the Gram positive Staphylococcus aureus 6-lactamase gene. J. Biol Chem.256: 
11283-11291.) (Bibb, M. J., and Cohen, S. N. (1982) Gene expression in 
Streptomyces: Construction and application of promoter-probe plasmid vectors in 
Streptomyces lividans. Mo! Gen Genet 187: 265-277.), La region d* ADN en 5* 

20 prdc^dant le codon de d^marrage de Ja traduction contient deux sequences 
nud6otidiques AAAAGTTATCCACAG et ATTGAAAAA rdp6t6es chacune deux fois, 
de 28 k 42 et de 70^ 84 pour la premiere, puis de IQO k 108 et de 171 ^ 179 pour la 
deuxi^me. Ces deux sequences pourraient fitre impiiqudes dans la regulation de la 
transcription du g^ne cspL 

25 En ce qui conceme les signaux de secretion, une sequence k V extremite NH2 

de la protfine prdsente les caracteristiques d' une sequence signal de bacterie de type 
Gram-positive (Watson* M. E. E. ( 1984) Compilation of published signal sequences. 
Nucleic Acids Res. 12: 5145-5164.). Cette sequence signal comporte un exc^s de 
charge positive en position NH2-terminaie (7 acides amin^ h charge positive dans les 

30 18 premiers acides amines), suivi d' une sequence avec un exc^ d* acides amines non 
polaires (18 acides amines non polajres dans les 23 acides amines suivants) puis de 
deux sequences d* acides amin& putatives d' un site de clivage de sequence signal 
(pro thr ala ile ala, cn position 28 k 32) (pro met ala ser ala, en position 39 k 43). 
Parmi ces deux sequences d* acides amines putatives d* un site de clivage de 

35 sequences signal, la deuxi^me = pro met ala ser ala en position 39 k 43 semble la plus 



* 
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probable; en effet, la protdine PSl a 6t€ purifife du surnageant de culture de 
Corynebacterium glutcunicum jusqu* k homog^n^ic^ electrophordtique par deux 
protocoles difftrents (voir exemple 5) et les prdparations ont €t€ utilis^cs pour 
ddterminer la sequence amino-terminale par la degradation d' Edman. Aucun signal n* 
5 a £t6 obtenu, bien que 5 nmoles de protdine purifi^e aient utilisdes. Comme deux 
protocoles de purification ont €x€ udlisds, il est probable que la prot^ine PSl sott 
bloqu^e in vivo et que le blocage ne soit pas une consequence de la technique de 
purification utilisee. La deuxidme sequence de clivage propos^e ferait apparalu-e une 
glutamine (position 44) comme premier acide amine de ia sequence mature, facilement 
10 convertie en acide pyroglutamique rendant impossible le sequenfage amino-terminal 
de la proteine par la technique d* Edman. 

Un site putatifde terminateur de type rho dependant est trouve dans la region 
3» du gfene k 55 nucleotides des trois codons stop och-amb-opa (Rosenberg, M., and- 
Court,, D. (1979) Regulatory sequences involved in the promotion and termination of 
15 RNA transcription. Annu Rev Genet 13: 319-353.)* Le AG de cette structure en 
epingle k cheveux est egal k -35,7 kcal/mole (Freier, S. M. Kieizek, R., Jaeger, J. 
A„ Sugimoto, N., Caruthers, M. H.. Neilson. T., and Turner. D. H. (1986) 
Improved free-energy parameters for predictions of RNA duplex stability. Proc Natl 
Acad Sci USA ©: 9373-9377.) 
20 La masse moMculaire calcuiee conespondant aux 657 acides aminds contenus 

dans la phase de lecture ouverte est de 70874. Or la masse moieculaire de la sequence 
signal la plus probable (site de clivage entre V acide amine 42 et 43) est de 441 1, ce 
qui doime une masse moieculaire calcuiee pour la proteine mature de 66463 et qui est 
tr^ proche de la valeur de 67000 estimee sur gel de polyacrylamide denaturant 
25 Les caiacteristiques de la sequence sont rappeiees ci-aprte 

de 239 k 244 TACATA (signal -35) 
de 269 ^ 274 TAAGAT (signal -10) 

de 405 ^414 GACAAGGAAA site de fixadon des ribosomes 
de 420 ^2390 sequence codante 
30 de 420 k 548 peptide signal de proteine secretee 

de 2455 k 2506 structure en epingle k cheveux, signal de temfiinateur de type rho 
dependant . 



35 



9 



wo 93/03158 PCr/FR92/00744 

15 

Excmple 4. Homologies de sequences entrc PSl de Corvnebacterium 

plutamicum et les proteines du complexe antigfenique 85 de 
Mycobacterium, (Figure 4)« 

5 La moitid NH2 de la prot^ine PSl est tr^s similaire aux irois antigenes 

mycobact^riens s^cr^t^s nommds 85-A, 85-B et 85-C (CIoss, O, Harboe, M.. 
Axelsen-Christensen, N. H., and Magnussen, M. (1980) The antigens of 
Mycobacterium bovis^ strain BCG, studied by crossed immuno-elecirophoresis: a 
reference system Scand J. Immunol 12: 249-2630(Wiker, H. G.. Harboe. M., 

10 Nagai^ S., and Bennedsen, J. (1990) Quantitative and qualitative studies on the major 
extracellular antigen of Mycobacterium tuberculosis HMRv and Mycobacterium bovis 
BCG. Am Rev Respir Dis 141: 830-838.). Les trois gfencs correspondants de 
differentes espdces mycobaci^riennes ont 6x6 clones et sequences: antigene 85-A de- 
Mycobacterium bovis BCG1173P2 et dt Mycobacterium tuberculosis ( Borremans, 

15 M.» De Wit, L., Volckaert, G., Ooms, J., De Bruyn, J., Huygen, K., Van Vooren» 
J.-P., Stelandre, M., Vcrhofstadt, R., and Content, J. (1989) Cloning, sequence 
determination, and expression of a 32-kilodalton-protein gene of Mycobacterium 
tuberculosis. Infect Immun 57: 3123-3130.) ( De Wit, L., De la Cuvellerie, A., 
Ooms, J., and Content, J. (1990) Nucleotide sequence of the 32 kDa-protein gene 

20 (antigen 85A) of Mycobacterium bovis BCG. Nucleic Acids Res 18: 3995.). V 
antigfene 85-B de Mycobacterium bovis Tokyo, Mycobacterium kansaii el 
Mycobacterium leprae (Matsuo, K., Yamaguchi, R,, Yamazaki, A., Tasaka. H., and 
Yamada, T. (1988) Cloning and expression of the Mycobacterium bovis BCG gene 
for extracellular a antigen. J, Bacteriol 170: 3847-3854.) (Matsuo, K„ Yamaguchi, 

25 R., Yamazaki, A., Tasaka, R, Terasaka, K., and Yamada, T. (1990) Cloning and 
expression of the gene for the cross-reactive a antigen of Mycobacterium kansaii. 
Infect Immun 58: 550-556.) (De Mendon^a Lima, L., Content, J., Van Heuverswyn, 
H., and Degrave, W. (1991) Nucleotide sequence of the gene coding for the 85-B 
antigen of Mycobacterium leprae. Nucleic Acids Res 19: 5789.), et V antigene 85-C 

30 de Mycobacterium tuberculosis ( Content, J., De La Cuvellerie, A., De Wit, L.. 
Vincent-Levy-Frdbault, V., Ooms, J., and De Bruyn, J. (1991) The genes coding for 
the antigen 85 complexes of Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium bovis 
BCG are members of a gene family: cloning, sequence determination, and genomic 
organization of the gene coding for antigen 85-C of M tuberculosis. Infect Immun 59: 

35 3205-3212.). La protdine PSl de Corynebacterium glutamicum prfaente environ 33% 
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de residus identiques {o=l,l) et environ 52% de rdsidus similaires ( o=l,l) avec ces 
six prolines sur une longueur d* environ 330 acidcs amines (+/- 5). Cette longueur d' 
environ 330 acidcs amines correspond pour les aniigfenes mycobact^riens It la 
longueur totale de la prot^ine. Toutes ces protdines mycobacteriennes» tout comme 
5 PSl. contiennent une sequence signal d' une longueur comparable aux plus longues 
sequences signal trouv^es chez les bact^ries de type Gram-positives (environ 42 
acides amines, ct=2,4). La prot^ine 85-B de M. bovis et la prot^inc 85- C de M. 
tuberculosis^ tout comme PSl, ont une plus longue region NH2 hydrophile (5 ou 
plus, de rdsidus charg& positivemcnt) que la plupart des sequences signal. Une autre 
10 caiact^iistique int^ressante de toutes ces sequences signal est la prdsence en position 3 
ou 5 d* un r^sidu acide, V acide aspartique, sauf pour V antig&ne 85-C de Af. 
tuberculosis il s' agit d' un acide glutamiciue. La presence d' un rdsidu charge acide 
est conunim aux extrdmitfe NH2 des sequences signal Eucaiyotes, mais est tout a fail - 
inhabituelie aux extr^mit^ NH2 des sequences signal Procaryotes (Perlman, D., and 
15 Halvorson, R O. (1983) A putative signal peptidase recognition site and sequence in 
eucaiyolic and procaryotic signal peptides. J Mol Biol 167: 391-409.) (Watson, M. R 
E. (1984) Compilation of published signal sequences. Nucleic Acids Res. 12: 5145- 
5164v). La xaison de cette particularity n' est pas connue. Aucune autre similitude 
significative n' a €t€ trouvde entre PS I et d' autres protdines pr^sentes dans les 
20 banques de dcmntfes EMBL^ NilPS. 

Exemple 5. Protocoles de purification de PSl et PS2 utilises en vue de 
la dgterminatfon de !a sequence N-terminale, 

25 Protocole 1 i 

Les protfines PSl et PS2 ont 6X6 purififes k partir du sumageant de culture de 
C glutamicum ATCC 17965 par ^lectrophor^ preparative sur gel de polyacrylamide 
etflectrodlution. 

Les bact^ries, culdvdes dans 200 ml de milieu riche LB k 34*'C, sont r^colt^ 
30 en phase stationnaire de crotssance par centiifugaticHi k 8000 g pendant 15 minutes et k 
4*'C. Les prot^ines du sumageant de culture sont ensuite pr^cipitdes au sulfate 
d^anunonium €0% et r^coltto par centrifugation k 13000 g pendant 15 minutes k A^C, 
Le culot est solubilis^ dans 4 ml de tampon Tris HCl 10 mM pH 6.8 et la solution est 
ensuite dialysfo pendant 24 heuies k 4^C dans ce m6me tampoiL 
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L'extrait prot^ique diaiysd obtenu apr^s precipitation au sulfate d'ammonium est 
depose sur un gel d'dlectrophor^se de format 16 x 20 x 0,75 cm. L'^lectrophorfese est 
T6dlis6 selon le protocole ddcrii par Laemmli (1970) en utilisant un gel de concentration 
h 4% el un gel de separation k 1,5%. La migration se fait en quinze heures k 40mA. 
5 Les gels sont ensuite colorcs au chlorure de cuivre selon Ic protocole ddcrii par Lee et 
al (1987). Les bandes prot6iques correspondant aux proteines PSl el PS2 soni 
ddcoupees puis totalement ddcolordes. Les proteines sont ensuite ^lectroeludes du gel 
pendant 5 heures h 48mA et k 4*C, puis dialysis plusieurs fois dans un tampon Tris 
HCl 10 mM pH 6.8 avant d'etre r^parties en plusieurs parties aliquotes et congeldes k - 
10 20*C. Le rendement de ia purification est de I'ordre de 25% avec une puretd supdrieure 
k90%, 

Protocole 2 : 

Les proteines PSl et PS2 sont purifiees k partir du sumageant de culture de C. 
15 glutamicum ATCC 17965 par ultrafiltration, ^lectrophor^se et transfcrt sur membrane 
de PVDF. 

Les bacteries, cuitiv^s dans le milieu riche LB ^34^C, sont r^coltdes en phase 
statiomiaire de croissance par centrifugation k 8000 g pendant 15 minutes et k 4**C. 4 
ml de sumageant sont dilu^s 50 fois dans un tampon phosphate 50 mM pH 7.0 avant 

20 d'etre centrifuges sur une membrane d'ultrafiitradon dont le seuil de coupure est de 30 
kD. Cette ^tape pennet d*obtenir un extrait prot^ique de SQ^A qui est ensutie depose 
sur un gel d'dlectrophor^se compose d'un gel de concentration k 4% et d'un gel de 
separation ^7,5%. L'electrophor&se est rdalisde selon !e protocole d^crit par Laemmli 
avec les modifications suivantes. Toutes les solutions servant k la preparation des gels 

25 ainsi que le tampon de migration sont ddgaz^s et contiennent OJ M de thioglycolate. 
De plus, le gel de separation estsoumis k un "pre-run" avant son utilisation. Toutes 
ces precautions sont prises dans le but d'eviter au maximum la formation de radicaux 
libres qui pouiraient conduire k des modifications de Textremite N- terminate des 
proteines et par consequent k un eventuel blocage de cette extremite. A Tissue de 

30 reiectrophorise, ies proteines sont transferees sur une membrane de PVDF. Cette 
etape se fait dans un tampon 50 mM Tris, 50 mM borate pH 8.0 pendant 60 minutes et 
k 50V. La membrane est ensuite coloree k Tamidoblaclc, ce qui permet de local iser et 
decouper les bandes correspondant aux proteines PSl et PS2. Les bandes proteiques 
sont ensuite decolorees et utilisees teiles quelles pour le sequengage N-terminal. 

35 
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£Laeminli, U. K. 1970. Cleavage of structure proteins during assembly of the head of 
bacteriophage T4. Nature. 227 : 680-685. - Lee, C. Levin, A- Branton, D. 1987. 
Copper staining : aflve minute protein stain for sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gels. Anal. Biochom., 166 : 308-312.) 

5 

Exemple 6, Obtentton de souche de Corvnebacteriitm pluiamicum ne 
svnth^tisant plus PSl, dite PS1-. fFigure S). 

La souche C. glutamicum diit Brevibacterium lactofermentum 15 est 
10 permissive k V ADN modifi^ d' £. coli K12 (Bonnassie, S., Oreglia, J., Trautw^etier, 
A., and Sicard, A. M. (1990) Isolation and characterization of a restriction and 
modification deficient mutant of Brevibacterium lactofermentum. FEMS Microbiol 
Letters 72: 143-146), alors que la souche C. glutamicum dite C. melassecola- 
ATCC17965 est une souche trhs restrictive vis ^ vis de 1' ADN tf E. coli (Reyes O,, 
15 Guyonvarch, A., Bonamy, C. Salti, V., David, R, and Leblon, G. (1991) 
*lntegron'-bearing vectors: a method suitable for stable chromosomal integration in 
highly restricdve Corynebacteria. Gene 107: 61-68.). Pour cette raison, la souche S. 
lactofermentum 15 a €x6 choisie pour effectuer 1' interruption du g^ne csp2. II a ete 
v6nR€ que la carte physique du g&ne cspl est identique chez C melassecola 
20 ATCCl796SetchtzB.laaofermentum 15. 

Le fragment Clal de 1;5 kb du plasmide pAT21 (Trieu-Cuot, P., and 
Courvalin, P. (1983) Nucleotide sequence of the Streptococcus faecalis piasmid gene 
encoding the 3*5"-aminoglycoside phosphotransferase type III. Gene 23: 331-341.) 
contenant le g^ne aphAS de Streptococcus faecalis, qui conf&re la r^istance k la 
25 kanamycine (KmO» ^ ins^r^ dans le site unique Kpnl (AspllS) du g^ne cspl 
pr&ent dans le plasmide pCGL612« pour donner le plasmide pCGL613*. Par Western 
blotting avec des anticorps polyclonaux antt-PSl, il a 6t6 montr6 que la souche 
recombinante £. coli hdbergeant le plasmide pCGL613' est bien de ph^notype PS1-. 
Ce plasmide est capable de se r^plsquerchezf. coli mais pas chez C. glutamicum. II a 
30 6t£ introduit dans la souche de C glutamicum dite B. lactofermentum 15 par electro- 
transformation CBonamy, C. Guyonvarch, A.. Reyes, O., David, R, and Leblon, G. 
(1990) Interspecies electro-transformation in Corynebacteria, FEMS Microbiol Letters 
66: 263-270.) et les tiansformants Km^ ont ^t^ s^lectionnds. Dans les transformants 
Ejnr, le plasmide pCGL613' esc suppose s' Stre intdgr^ dans le chromosome de C. 
35 glutamicum par recombinaison homologue avec la region cspj du genome de V bote. 
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Dans 22,5% des transformants, un ^v^nement de double crossing-over s' est produit. 
resultant dans la substitution du g^nc cspl sauvage par la construction cspJ ::aphA3 du 
plasmide transformant, donnanl un phenotype Km^-Tels (Figure 5). L' ADN total 
chromosomal de la souche sauvage et d' un des recombinants Km r-Tetsdig^re par soit 
5 BgUl soit BamHi el EcoBl a 6i6 analyst par Southern blotting (Sambrook. J., Fritsch, 
E. F., and Maniatis, T. (1989) Molecular cloning: a Laboratory manual, second 
edition. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory 
Publications.) avec la sonde pCGL613'. Le gfene cspl est contenu dans un fragment 
d' approximativement 7,5 kb dans la souche sauvage, alors que V integrant 

10 pCGL613' conlient un fragment d* approximativement 9 kb correspondant au gfene 
aphA3 de 1, 5 kb insdr^ dans le g^ne cspl. La digestion BamHl-Eco^ confirme la 
stnicmre de V integrant pr^sentde dans la figure 5. 

U integrant Kmr-Teis a dgalement €i6 analyst par Western blotting pour la- 
production de PS I en utilisant des anticorps polyclonaux anti-PSl. II n' y a pas de 

15 proi^ine PSl, ni dans le sumageant de culture, ni dans V extrait brut de ceite souche. 
Ceci confirme que le g&ne cspl clon^ dans Xgtll correspond k un gfene unique qui 
code bien pour PSl dans C. glutamicum. 

Cettc souche C. glutamicum PSl- est tout ^ fait viable et ne semble pas 
affectfe Hanc son taux de croissance. Ce rfsultat montre qu* il est possible d' uliliser la 

20 region du gtoe cspl comme cible d* integration d' ADN homologue ou hdi^rologue 
dans une souche de C glutamicum^ sans en affecter, a priori, la viability. 
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Exemple 7, Expression chez C- gltttamicum du gene csvl en 
multicopies. Analyse des regions importantes de PSl. n^cessaires h sa 
svnthese et k sa secretion* 

5 Pour cette s6rie d* experiences, le plasmide pCGL616 a €i6 constniit. IJ 

contient 1* integrality du g^ne cspl et a €\€ construit k partir du plasmide pCGL125, 
coirespondant au plasmide pBLl (Santamaria, R., Gil. J. A., Mesas» J. M. and J. F, 
Martin (1984) Characterization of an endogenous plasmid and development of cloning 
vectors and a transformation system in Brevibacterium lacto/ermentum. J. Gen. 
10 IvEcrobioL 130: 2237-2246.), replxcatif chez C, glutamicum, dote d* une cassette de 
clonage comportant le g^ne apfiAS de Streptococcus faecalis et du plasmide 
pCSPlG, rdplicatif chez E. colu contenant le gfene cspl, Le plasmide, pCGL616, 
resultant de cette construction (Hgure 6) est replicadf chez C glutamicum. 

15 Restauration de ia sjnthese de PSl dans une souche de C. 

glutamicum PSl*. 

On observe ia restauration dans la souche dite. B, lactofermemum 15 PS1-, de 
la synth^ de PSl, zprts introduction dans ceUe-ci du plasmide pCGL616. Dans cette 
souche B, lactofermentum 15 PSl- hdbergeant le plasmide pCGL616, une quantity 

20 plus importante de PSl s6cx6t6t est dftectde en comparaison de la souche sauvage B, 
lactofermentum 15 (naturellement PS14-). Ceci signifie qu' 11 est possible d' 
augmenter la concentration de PSl s6cr6t6t dans une souche de C. glutamicum en 
augmentant le nombre de copies du g^ne cspL 

Ce resultat est dgalement dimontre dans la souche dite C. melassecola 

25 ATCC17965. 

Constructions de piasmfdes derives de pCGL616 permettant la 
synth^e de proteines PSl tronqu^es. (Figure 7). 

Cette experience montre qu* une proteine PSl tronquee d' une masse 
30 moieculaire alors ^gale k environ 23000 (Mw), au lieu de 67000 (Mw) pour la 
proteine naturelle. peut encore £tre secretec chez C. glutamicum. 

Sept deletions ont ete effectuees dans la region du gbne cspl donnant 
naissance It sept plasmides differents, h partir du plasmide pCGL6l6, Toutes ces 
deletions conservent la region de 1' ADN equivalente k la sequence signal de PSl ainsi 
35 que le tenninateur de transcription du g^ne cspL Dans tous les cas la synthase et la 



wo 93/03158 PCr/FR92/00744 

21 

sdcrdtion de la prot^ine PSl tronqude a ^t^ analys^e par Western blotting avec les 
aniicorps polyclonaux anti-PS 1, Ces resultats montrent qu* il est possible de deleter 
une grande parti e du g^ne cspl (figure 7) tout en rendant encore possible la synthase 
et la s^cr^tion d'une prot^ine PSl tronqude. La plus grande d^l^tion permettant ce 
5 r^sultat correspond la d6I6tion du fragment Nco\-BspE\ {BspMll) d' environ 1,3 kb 
du g^ne cspl (pCGL1041) donnant une taille de proteine precurseur pour PSl dgaie h 
environ 29 kD ct ^ environ 24kD pour la forme mature sdcr^t6e. Dans le sumageant de 
culture de la souche dite B, lactqfermentum 15 PSl- h^bergeant ce plasmide 
pCGL1041, il est bien d^tect^ par Western blotting avec les anticorps anti-PS 1 une 
10 proteine d' environ 23 kD. 

Exemole 8. Construction d* un vecteur d* expression et de secretion 
chez C. elutamicum nomme pCGL1030 base sur le svsteme cspl: 
(Figure 8, 9. 10. Ill 

15 

Constuction du plasmide pCGL1030 (Figure 8). 

Ce plasmide rdplicatif chez C. glutamicum (contient le plasmide pBLl de C, 
glutamicum) porte le promoteur du gtoe cspl de C glutamicum et la region d' ADN 
de ce gene correspondant h la sequence signal plus les 30 premiers acides amin^ de la 
20 sequence mature de PSL Un site mutiple de clonage (ix>lylinker 2 dans la figure 8) a 
€X€ plac6 imm^iatement derri^re le 30 i^me acide amind de la sequence mature de PS 1 , 
afm de permettre le clonage aisd en phase de tout g&ne h^tdrologue devant etre exprim6 
Chez C. glutamicum, ExdiTL, ce plasmide est dotd des ^l^ments de PSl n^essaires k la 
sdcr^tion et correspond done ^ un outil et d* expression et de s^crdtion. 

25 

Expression du gine eel A de Clostridium thermocellum chez 
Corynebacterium glutamicum et secretion de la proteine correspondante 
(Figure 9). 

Le gfene celA de C. tkennocellum, (Comet, P., Millet, J., B^guin, P. and J.-P. 

30 Aubert (1983) Characterization of two eel (cellulose degradation) genes of Clostridium 
thermocellum coding for cndoglucanases. Bio/Technology 1:589-594.) codant pour 
une endoglucanase nomm^ endoglucanase A ou EGA, a €16 c\on6 dans le vecteur 
pCGL1030 au site Sma I, donnant naissance au plasmide pCGL1031(Figure 9). Ce 
gfene eel A provient du plasmide pCGLlOOS oh un site de restriction B^rXI a dte 

35 intioduit artifideliemeat. cr^ pr^ du site de d^marrage de traduction de la proteine 
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EGA, k dcs fins de constructions chim^res (voir Hgure 10, 11). La synthase de ia 
protfine EGA est faciiement dftectable grSce k un test colors d' activite enzymaiique 
sur boite utilisant un substrat des cndoglucanases, la carboxymdthylcellulose dite 
CMC (Comet. P.. \fillct. J., Beguin. P. and J.-P. Aubert (1983) Characterization of 
S two eel (cellulose degradation) genes of Clostridium thermocellum coding for 
endoglucanases. Bio/Technology 1:589-594.). Ce test CMC sera utilise pour 
confirmer la synth&se de la protdine EGA de C thermocellum chez C. gluiamicum, 
Un lest CMC d'aciivitd sur boite effectu^ sur des cellules enti&res ou sur le sumageant 
de culture, en milieu riche (LB -Luria Broth- ou BHI -Brain Heart Infusion-) met en 

10 Evidence dans les deux cas, 1* activity endoglucanase d* une souche de C gluiamicum 
dite Brevibacterium lactofermeftium 15 hdbergeant le plasmide pCGL103 1. On notera 
une activity plus forte sur milieu LB + fructose, ou + glucose, indiquant un effet 
stimulant de ces deux sucres sur I* expression de celA sous ccntrdle du promoteur 
cspl. Ceci se confirme dans le zymogramme (Beguin, P. (1983) Detection of 

15 cellulase activity in polyacrylamide gels using Congo red stained agar replicas Anal. 
Biochem. 131: 333-336.)* et dans le Western blotting rdalisd sur les sumageants de 
culture avec des anticorps polyclonaux anti-EGA. 

Utilisation du syst^me cspl pour I' expression et ia secretion du 

20 polypeptide synth^tique (AQK)10 (Figure 10). 

Un gfene synth6tique correspondant au polypeptide alanine-glutamine-Iysine 
T6p€t6 10 fois a €i€ synthdtis^ chimiquement et clon^ au site BsfKl du plasmide 
pCGLlOOS, dormant natssance au plasmide pCGLlOlT. Le fragment EcoYd du 
plasmide pCGLlOl? a ^t^ clon^ au site Smal du plasmide pCGLlOSO, situ^ en aval 

25 du promoteur cspl de la sequence signal et des 30 piremiers addes amines de PSl (et 
en amont du gtoe reporter celA)^ donnant naissance au plasmide pCGL1032 (Figure 
10). La detection de la protdine chimfere PS1-(AQK)10-EGA est effecm^e comme 
d6cnt ci-dessus, par test CMC sur boite par zymogramme ou par Western blotting. 

30 Utilisation du syst^me cspl pour 1' expression et la s^cr^tion du 
polypeptide synth£tique (AQ}19 (Figure II). 

Un g^ne synth^tique correspondant au polypeptide alanine-glutamine rep^t6 20 
fois a ^t^ synth^tis^ chimiquement et clonf au site Bs(Xl du plasmide pCGLlOOS, 
donnant naissance au plasmide pCGL1002. Le fragment fcoRI du plasmide 
35 pCGLl(X}2 a 6\6 clon6 au site Smal du plasmide PCXjLKBO. siva€ en aval du 
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promoteur cspl de la sequence signal ei des 30 premiers acides amines de PSl (el en 
amont du gfene reporter celA), donnant naissance au plasmide pCGLlOSS (Figure 
11). La detection de la proi^ine chimfere PS1-(AQ)I9-EGA est effectuee comme decrii 
ci-dessus, par lest CMC sur boite, par zymogramme ou par Western blotting. La 
5 sequence chez B. tactofennentum dans le plasmide pCGL1033 a fait apparailre la pene 
d'une sequence codanle AQ (passage de AQ20 ^ AQ19 lors du clonage chez 
lactofenrnentum) > 

Cette s^rie d' experiences montre que le promoteur du g6ne csp2 permet 1' 

10 expression chez C. gliitamicnm du g^ne hdt^rologue celA de Clostridium 
thermocellum et des constructions chimferes (AQK)10 -celA et (AQ)19 -celA, De plus, 
ces experiences montrent que les elements de PSl, en roccurrencc. sa sequence signal 
suivie des 30 premiers acides amines de sa sequence mature places en amont des- 
g^nes hetdrologues, permettent la secretion des produits correspondants. L' effet du 

15 milieu de culture et de V adjonction ou non de sucrc dans ce milieu, en Toccurrence de 
glucose ou de fructose, a un effet sur la production du produit correspondant. En 
particulier, sous le contrfile du promoteur de cspl et chez C glutamicttm. la 
production d* EGA ou des protdines chimferes (AQK)10-EGA ou (AQ)19-EGA, est 
meilleure sur milieu LB que sur milieu BHI, elle est fortement stimulde par le glucose 

20 ou le fructose sur milieu LB. Le promoteur cspJ de C. glutamicnm semble plus fort 
que le promoteur naturel de celAdt C. thermocellum', cn effet la souche diie B. 
lactofermentum 15 hebergeant le plasmide pCGL602. qui conlient le promoteur 
naturel de celA pr^sente une activity endoglucanase neltement moins importante que 
cette meme souche hdbergcant Ic plasmide pCGLlOBl, oil celA est sous le controlc du 

25 promoteur cspl de C glutamicnm,, 

V experience de Western blotting r^alisee sur les sumageants de culture de 
differentes souches contenant pCGL1032 ou pCGL1033 montre que plusieurs bandes 
proteiques reagisscnt avec des anticorps polyclonaux anti-EGA. Ces differenies 
bandes sont specifiques de V endoglucanase EGA (absentes du tdmoin) et 

30 correspondent vraisemblablement k des produits de degradation de la proteine et des 
protdines chimferes. Cependant des bandes de plus hautes masses moieculaires sont 
bien observees avec (AQK)10-EGA (pCGLlQ32) et (AQ)19-EGA (pCGL1033) et de 
fajon coherente (Mw ( AQ) 19-EGA> Mw ( AQK) 10-EGA). 
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Exempie 9. Sequence nucllotldique du gfene csv2 codant pour la 
protflne PS2 de Corvnebaeterium plutamieum (Figure 12, 13). 

Le sfquengage d* un fragment de 2702 paires de base contenant le g^ne codant 
5 pour PS2, nomm^ cj/?2, et de la rdgion en amont a €l€ viaXisi. La sequence 
nucltotidique est pr6sent€e dans la figure 12 (s€quence ID n*" 2). La figure 13 
reprdsente la carte de restriction de cette region sfquenc^. 

Par analyse informatiquc. une phase ouverte de lecture de 1532 paires de base 
a €\€ identifi^ correspondant h 510 addes amin^. 

10 Une sequence de type Shine Dalgamo a ^t^ idenlifi^e, AAGGAG, juste en 

amont du codon de d^mairage de la traducdon (-12 k -17). 

A r extr^mit^ KH2 de la prot^ine se trouve une sequence signal tout k fait 
banale de bact^rie de type Gram-positive de 30 acides amines. Une sequence d' acides* 
amines, ile pro ala phe ala, putative d* un site de clivage de sequence signal a €i€ 

15 trouv^e. La determination de la sequence amino-teiminale de la protdine par la 
technique de degradation d' Edman, puriflde & pardr du sumageant de culture de 
Corynebacterium glutamicwn, n* a donnd aucun signal bien que 5 nmoles de protdine 
puxifide ait 6t6 utilisee. Comme deux protocoles de purification ont 6i6 utilises, il est 
probable que la prot6inePS2 soit bloqude in vw, tout comme PSl, et que le blocage 

20 ne soit pas une consequence de la technique de purification utilisee. La sequence 
signal propose de 30 acides amines fait apparaitre une glutamine (position 31) comme 
premier acide amine de la sequence mature, facilement convertie en acide 
pyroglutamique lendant impossible le sequen$age amino-terminal de la proteine par la 
technique d* Edman. Cette proteine PS2 poss^e les caractedstiques des protdines de 

25 paroi, comme son caract^re trte acide (pl=4, 1), son absence de residus cysteine et son 
trhs faible contcnu en residus methionine (Sleytr, U. B. (1978) Regular arrays of 
macromoleculesoa bacterial cell walls: structure, chemistry, assembly, and function. 
Int Rev. CytoL 53: 1-64.) (Sleyir, U. B. and P. Messner (1983) Crystalline surface 
layers on bacteria. Ann. Rev. Microbiol. 37: 311-339.). Les analyses de microscopic 

30 eiecttonique confirme que PS2 est bien une proteine de paroi capable de s* arranger en 
structure hexagonale oidmnee k la surface cellulaire. 

Un site putatif de tennunateur de type rho independant est trouve dans la region 
3* du g&ne k 76 nucleotides du codon stop. 

Les caracteristiques de la sequence sont les suivants: 

35 
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de 562 k 567: site de fixation aux ribosomes 

de 579 h 2108: sequence codantc 

de 579 k 668: sequence signal de proteine s6cr6i6c 

de 2188 ^ 2233: structure en ^pingle k cheveux, signal putatif de terminaison de 
5 transcription de type rho indipendant (pr^ent k 76 nucleotides du codon stop). 

Exetnole 10. Obtention de souche de Corvnehacterium glutamiciun ne 
svnth€tisant plus PS2. dite PS2-. f Figure 14), 

10 L'interruption du gSne csp2 a 6l6 rdalis^e chez C. glutamicum dite B, 

lactofermentum 15 k Taide du vecleur pCGL830. (Figure 14), vecteur non rdpiicatif 
chez les coryndbact^rics, et portant une copie du g^ne csp2 inactive par Tinsertion du 
gfene aphlU (clonage du g^ne apfdll au site unique Nru I de C5p2 porte par le' 
plasmide pCGLSU). Aucun signal de PS2 n*a €i6 mis en Evidence par detection 

15 immunologique avec des anticorps polyclonaux anti-PS2, sur des extraits cellulaires 
issus de la souche £. colilGl portant !e plasmide pCGL830. Par ^lectroporation de 
la souche B. lactofermemum 15 el selection sur Km, des clones integr^s ont Hi 
s^lectionn^s. Parmi ces integrants, les clones Tct« ont €i& obtenus indiquant un 
ev^nement de double CTossing-over conduisant k la substitution du g^ne sauvage par le 

20 g^ne inteirompu, 

L'analyse par southern blot de I'ADN chromosomique diger6 par Xho I et Sac 
I des clones Kmr Tet« en utilisant la sonde pCGLSll montre respcctivcment un 
fragment k 4,2kb et 2,2kb au lieu de 2,7kb pour XAo I et de O.Tkb Sac I obtenu pour 
la souche sauvage, indiquant une augmentation de taille lide k la presence du gdne 

25 aphlll . 

L'absence de detection de PS2 par Western blotting, avec des anticorps 
polyclonaux anti-PS2, dans les diff^rentes fractions confirme V interruption du g^ne 
csp2 dans B. lactofermentum. Ceiie souche PS2- est tout k fait viable et n' est affcct^e 
en rien dans sa croissance. De meme que la region du chromosome de C. glutamicum 
30 portant le gfcne cspl^ cette region d' ADN portant le g^ne C5p2 , peut fitre dgalement 
utilis^e commc cible d' integration d' ADN dtrangcr sans affecter la croissance de la 
bact^rie. 
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Restauration du phenotype PS2-f dans la souche B. lactofermentumlS 
PS2-» 

Le fragment ScaUFspl de 23 contenant V int^graJit^ du ghno csp2 ainsi que 
la region d' ADN en amont, a 6t£ soiis-dond dans le piasmide pCGL824 et r^lnuxxluit 
5 dans la souche B. lactofermentum 15 PS2-, perinettant la restauration du phdnotype 
PS2 +. II est k noter qu* une plus grande quantity de PS2 est obicnue lorsque le gfenc 
est en multicopies. Ces r^sultats montrent que la quantity de produit s^cr^t^ issu du 
g^ne csp2 de C. glutamicum peut ^tre modifi^e en fonction du nombre de copies du 
g&ne. 

10 Une analyse en microscopic ^leclronique d' un dchantillon des souches PS2+ 

et PS2- (obtenue par la technique enoncce ci-dessus) par cryofracture montre tr^ 
clairement que la protdine PS2 est effectivement une prot^ine de paroi capable de s' 
axranger en structure hexagonale ordonn^ k la surface cellulaire. 

15 Exemple 11. EfTet de la temperature sur la secretion de PSl, (Figure 
15V 

Les bact^es en phase exponentielie de croissance (34*C) ont €\€ marquees par 
la methionine 3^5 durant 1 mn. Du chloramph^iucol (lOO/^g/ml) et un exc^s de 

20 methionine froide (32S) sont alors ajoutes (temps 0). La temperature de la suspension 
cellulaire est alors rapidement port^e i la temperature desirde et V incubation est 
continu6e k la dite tmpdrature pendant 30 mn. La translocation de PSl est determinee 
par SDS-PAGE, autoradiographic et quantifiee par densitometrie (Figure 15). La 
translocation de PSl est clairement d^pendante de la temperature. Aucune 

25 translocadon n' a lieu au-dessous de lO^C, elle augmente rapidement au-dessus de 
cette temperature pour atteindre un maximum autour de 30*^0. La translocation est 
coneiee k une transition de phase des lipides (figure 15). 
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Exemple 12. Construction d'une banoue d'ADN chromosomique 
de Corvnebacterium melassecola ATCC 17965 et clonage du gene 
£dhA 

5 L'ADN chromosomique de la souche de C. melassecola ATCC 17965 a 

€te pr6par6 suivant la m^thode d^crite par Ausubel FM, Brent R, Kingston 
RE» Moore DD, Seidman JG. Smith JA, Struhl K (Eds) ((1987) Current 
protocols in Molecular Biology. John Wiley and Sons, New York). Une 
digestion menag^e par I'endonucl^ase de restriction Mho I ( Boehringer ) 

10 a ite r6aiisee sur 10 \ig de cet ADN en suivant le protocole decrit par 
Maniatis T, Fritsch HP, Sambrook J ((1982) Molecular cloning : a laboratory 
manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York). Les fragments d'ADN ont €i€ s^par^s en fonction de leur taille sur. 
gradient de sucrose comme ddcrit par Ausubel et al. (1987). Les fragments 

15 d'une taille comprise entre 6 et 15 kb ont 6t6 retenus pour la construction 
de la banque. 

Le plasmide de clonage pUN121 (Nilsson B, Uhlen M, Josephson 
Gatenberg S, Philipson L (1983) An improved positive selection plasmid 
vector constructed by oligonucleotide mediated mutagenesis. Nucleic Acids 

20 Res 11 : 8019-8030) a ^te prepare par la m^ihode de Bimboim HC, Doly J 
((1979) A rapid alkaline extraction procedure for screening recombinant 
plasmid DNA. Nucleic Acids Res 7 : 1513-1523), k partir de la souche de 
coli GM 2929 disponible llbrement auprfes du Dr. B. Bachmann. Le plasmide 
a ^t^ linearise par Tendonucl^ase de restriction B^i I ( Boehringer ). 

25 La banque a et6 construite par ligation avec la T4 DNA ligase 

(Boehringer) dans les conditions d^crites par Ausubel et ai. (1987), de 1 \ig 
de plasmide pUN121 linearise par Bel I et de 2 yig des fragments d'ADN de 6 
a 15 kb d^crits ci-dessus. Le melange de ligation a et^ introdult dans la 
souche de E. coli DH5 par ^lectroporation en suivant le protocole decrit 

30 par Dower WJ, Miller JF, Ragsdale CW ((1988) High efficiency 
transformation of E. coli by high voltage electroporation. Nucleic Acids 
Res 16 : 6127-6145). Les clones de E. coll portant les plasmides 
recombinants ont et6 s61ectionn6s directement par leur capacity k croitre 
sur milieu LB contenant 10 Mg/ml de tetracycline. Les plasmides de la 

35 totality des clones r^sistants k la tetracycline ont €i€ prepares par la 
m^thode de Bimboim et Doly ( 1979 ). L'ensemble de ces plasmides 
correspond k la banque d'ADN. 
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La souche de E coli CLR207 re^A (NlattaJ IW, McPherson MJ, Wooton 
JC (1982) Localization of a strongly conserved section of coding sequence 
in gluramate dehydrogenase genes. FEES Letters 147 : 21-25), deficiente 
pour I'activitd gluiamate dehydrogenase a ete transformee avec la banque 
5 d'ADN de C. melassecola ATCC 17965. Un clone transformant de E coli CLR 
207 recA capable de croitre sur milieu minimum de selection contenant 
100 ng/ml d*ampicilline a dte selectionn^, Ce clone est porceur d'un 
plasmide recombinant, pCGLSlO. L'activit^ glutamate deshydrogenase 
mesur^e suivant la methode de Meers JL, Tempest DW, Brown CM ((1970) 

10 Glutamine (amide) : 2-oxogluTarate amino transferase oxido-reductase 
(NADP), an enzyme involved in the synthesis of glutamate by some 
bacteria. J Gen Microbiol 64 r 187-194), est restoree dans la souche de £. 
coli CLR207 recA porteuse du plasmide pCGI310. Differents sous-clonages- 
ont permis dans un premier temps de raccourcir le fragment d'ADN de Q 

15 melassecola portant le gene gdJiA complet k un fragment d*ADN de 3,8 kb 
deiimite par les sites de restriction Eco RI et Xho I. Une carte de restriction 
precise de ce fragment Eco RI - Xho I est presentee Fig 16. Des sous- 
cloziages supplementaires ont permis de delimiter plus precisement le 
gtoe gdh A 4 un fragment Nhe I - figl I de 2,2 kb. Une hybridation ADN- 

20 ADN par la methode de Southern EM ((1975) Detection of specific 
sequences among DNA fragments separated by gel electrophoresis. J Mol 
Biol 98 : 503-517), a montre que le fragment d'ADN clon£ est bien issu de la 
souche de C. melassecola ATCC 17965. 

25 D^terminatioii de la sequence nucl^otidique du g^ne gdh A. 

A£[n de proc^der ^ la determination de la sequence nucleotidique du 
fragment d'ADN Eco RI - Xho I mentionn^ ci-devant, les sous-clonages 
suivants ont €x€ effectu^s :(1) Eco RI - Bgl 11 dans le vecteur M13 mpl8 
(Norrander J, Kempe T, Messing J (1983) Construction of improved Ml 3 

3D vectors using oligodeo^Q^-nucleotide directed mutagenesis. Nucleic Acids 
Res 26 : 101-106) coupe par Eco RI - Bam HI, (2) Xba I - Est I dans le 
vecteur M13 mpl8 coup6 par Xba I - ^ I , (3) Xho I - £gl II dans ie vecteur 
M13 mpl8 coup6 par Sal I - Bam HI, (4) ESQ. RI - £st I dans le vecteur M13 
mpl9 (Korrander et al. , 1983) coupd par gco RI - £si I. De la sorte, la 

35 sequence nucleotidique complete du fragment Eco RI - Xba I contenu dans 
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le fragment Eco RI - Xho I a pu etre cl6termin6e sur les deux brins par la 
m^thode de Sanger F, Nicklen S, Coulson AR ((1977) DNA sequencing with 
chain terminating inhibitors. Proc Natl Acad Sci USA 74 : 5463-5467). La 
sequence complete du fragment Nhe I - figl I contenant le gene gdh A est 
5 presentee Rg 17 (sequence ID n* 3). 

Analyse de la sequence nucleotidique du g^ne gdh A 

Uanalyse de la sequence nucleotidique du fragment Nhe I - B£i I 
permet de mettre en Evidence les ^I^ments suivants : 

a) promoteur ( nucleotides 1 572 ) 

10 Le promoteur du g^ne gdh A peut etre caracterise en ce qu'il 

comprend les 616ments structurels suivants : 
_ nucleotides 251 ^266 

signal TGGTCATATCTGTGCG prdsentant une similitude avec la- 
sequenceTGG(Py)A(Pu)NNNNTTGCA caractfiristique des promoteurs 

15 reconnus par le facteur o60 (Merrick MJ (1983) Nitrogen control of the 
nif regulon in Klebsiella pneumoniae : involvement of the nil A gene and 
analogies between ntr C and nif A. EMBO J 2 : 39-44) et regules par 
rammonitun. 
_ nucltotides 437 k 442 

20 signal TTCACA presentant une similitude avec la sequence TTGAC(Pu) 
caracteristique de la zone -35 des promoteurs de Streptomvces sp. (Strohl 
WR ((1992) Compilation and analysis of DNA sequences associated with 
apparent streptomycete.promoters. Nucleic Acids Res 20 : 961-974) 
. nucleotides 466 k 471 

25 signal TAGGAT presentant une similitude avec la sequence TAG(Pu)(Pu)T 
caracteristique de la zone -10 des promoteurs de Streptomvces sp. ( Strohl. 
1992) 

. nucleotides 558 k 572 

signal GGGAACGAGGAAATC presentant une similitude avec la sequence 
30 AAAGGAGGTGATC de fixation du ribosome chez Streptomvces sp. ( Strohl, 
1992) 

b) sequence codante ( nucleotides 573 i 1913 ) 

La phase de lecture s'etendant de la position 573 ^1913 correspond k 
celle de la glutamate deshydrogenase en raison des donnees suivantes : 

35 
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«. La prot^ine d^duite de ceue phase de lecture comporte 447 acides 
amines, avec un poids mol^culaire predit de 48957 Daltons. Ce poids 
moleculaire est trts proche de celui du polypeptide { 48300 D) observe 
apr^s electrophor^se en gel denaturant d'une preparation de glutamate 
5 deshydrogfease de la souche de C. melassecola ATCC 17965. 

. La structure prlmaire de la glutamate deshydrogenase d^duite de 
la sequence nudtotidique du gtee gdh A de C. melassecola pr^sente de 
fortes slmilarites avec les structures primaires de glutamate 
deshydrogfeases d'autres organismes (Teller JK, Smith RJ, McPherson MJ. 
10 Engel PC, Guest JR {(1992) The glutamate dehydrogenase gene of 
Clostridium svmbiosum : cloning by polymerase chain reaction, sequence 
analysis and over-expression in Escherichia colL Eur J Biochem 206 : 151- 
159). 

_ Les acides amines mentionnes par Baker PJ, Britton KU Engel PC, 

15 lOTants GW, lilley KS. Rice DW, Stillman TJ ((1992) Subunit assembly and 
active site location in the structure of glutamate dehydrogenase. Proteins 
12 : 75-86) comme etant indispensables k Tactivit^ glutamate 
deshydrogenase sont presents dans la glutamate deshydrogenase de Cr 
melassecola , et ce ^ des positions dquivalentes k celles decrites par Baker 

20 etal.(1992). 

_ La structure secondaire de la glutamate deshydrogenase de C 
melassecola. d^duite de la sequence prlmaire mentionn^e ci-dessus, 
prdsente de fortes similantes avec les structures secondaires de glutamate 
deshydrog^nases d'autres organismes ( Teller et al. , 1992 ). 

25 c) terminateur ( nucleotides 1937 a 1977 ) 

Le terminateur du g^ne gdh A peut etre caractdrise en ce qu'il 
comprend 1' element structurel suivant : 

« sequence CCCTGATCCGCGTTAAGGATCAGCJG pouvant former une 
structure en epingle k cheveux riche en appariements GC avec un AG « - 

30 13,6 kcal / mole, suivie de la sequence TTATTTGAnTCTT riche en T. Une 
telle structure est caracteristique des terminateurs rho-independants 
(Rosenberg M, Court D (1979) Regulatory sequences involved in the 
promotion and terminadon of RNA transcription. Ann Rev Genet 13 : 319- 
353). 

35 
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Regulation de Texpressioii du g^ne gdh A de C. melassecola 

La regulation de Texpression du gene ^dh A de C. melassecola ATCC 
17965 a ex€ 6tudi6e par mesure des variations de I'activite specifique 
glutamate deshydrog^nase en fonction de la nature du milieu dans lequel 
5 cette souche a ete cultivee. L'activii^ glutamate deshydrogenase a ete 
mesuree par la methode de Meers et al. (1970) a partir d'extraits 
acellulaires de C. melassecola obtenus par ultrasonication. 

Les milieux de culture utilises pour cette ^tude sont des milieux 
synth6tiques dont la base est celle decrite par liebi W, Klamer R, Schleifer 
10 KH (1989) (Requirement of chelating compounds for the growth of 
Corynebacterium glutamicum in synthetic media. Appl Microbiol 
Biotechnol 32 : 205-210). Les modifications suivantes ont 6t6 apportees : 

_ La source de carbone est soit du glucose ^11 g/1 final ( milieux 1 , 
2 et 4 ) soit du fructose ^ 10 g/1 (milieu 3 ). 
15 - La concentration en ions NH4+ est de 125 mM dans les milieux 1 , 3 

et 4. Elle est de 1,25 mM dans le milieu 2 ( limitation en NH4+ ). 

. Le milieu 4 contient 50 g/1 final de L-glutamate. 

Les activit^s sp^cifiques mesur^es pour la glutamate 
deshydrogenase de la souche C. melassecola ATCC 17965 cultivee dans les 
20 diff^rents milieux d^crits ci-dessus sont donn^es dans le tableau ci- 
dessous. Les activit^s sont exprim^es en micromoles de NADPH2 
transform^es par minute et par milligramme de prot^ines. 

milieu milieu 1 milieu 2 milieu 3 milieu 4 

25 AcL 5p6cifique GdhA 4,4 +/- 0,3 23.2 +A 1.1 18,2 +/- 1.8 2.8 +A 0,2 

Ce tableau permet de mettre en evidence les trois types suivants de 
regulation de re>qpression du g6ne gdh A de C. melassecola ATCC 17965. 

_ repression de Texpression par le glutamate ( facteur 1,57 ) 
30 _ repression de I'expression par Texces d'ammonium ( facteur 5,27 ) 

_ repression catabolique par le glucose ( facteur 4,13 entre fructose 
et glucose ). U faut noter que dans le cas de la repression catabolique, les 
activites enzymatiques isocitrate deshydrogenase, aconitase, citrate 
synthase sont egalement touchees. 

35 
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Constructioxi d'un vecteur de fusion gdh A - lac Z 

Afin de contrfiler chez C. melassecola le caract^re transcriptionnel 
de la regulation du gtoe gdh A par le glutamate, Texcds d'ammonium et le 
glucose, et de disposer d'un outil permettant une selection simple de 
5 mutants de C. melassecola non soumis a ces regulations, une construction a 
realisee entre le promoteur et le codon ATG d'initiation de la traduction 
du gtee gdh A et Topdron lac d* E coli d414z€ au niveau du gene laqZ de ses 
dnq premiers addes amines. Cette fusion a ^t^ realisee conmie suit : 

. Isolement d*im fragment Eco RI - Bsp HI contenant le promoteur 
10 du g^e gdh A. 

_ Conversion de Textr^mite Bsp HI en extrdmite franche. 
. Clonage du fragment ainsi obtenu dans le vecteur pMC 1403 
(Casadaban MJ, Chou J, Cohen SN (1980) In vitro gene fusions that join an. 
enzymatically actice p-galactosidase segment to amino-ierminal fragments 
15 of exogenous proteins : Escherichia coli plasmid vectors for the detection 
and cloning of translational initiation signals. J Bacteriol 143 : 971-980) 
Undarise par Eco RI et Sma I. donnant naissance au plasmide pCGL 133. 

_ Isolement du fragment Nhe I - Sal I de pCGL 133 contenant la 
fusion promoteur gdh A - op^ron jag d^crite ci-dessus et clonage dans le 
20 vecteur pCGL 241 (Reyes O, Guyonvarch A, Bonamy C, Salti V, David F, 
Leblon G (1991) "Integron" bearing vectors : a method suitable for stable 
chromosomal integration in highly restrictive Corynebacteria. Gene 107 : 
61-68) linearis^ par Sj^&I et SeL I* donnant ainsi naissance au plasmide 
pCGL 140 (figure 18). 
25 . Transfert de I'int^gron isol^ de pCGL 140, contenant la fusion 

gdhA - lac: ainsi que le g6ne anh III conferant la resistance k la 
kanamydne, dans le vecteur pCGL 125, donnant naissance k pCGL 141 et 
pCGL 142 ( Rg, 18 ). Les plasmides pCGL 141 et pCGL 142 ont ^t^ introduits 
dans la souche C> melassecola ATCC 1 7965 par transformation. 
30 La fonctionalit^ de la fusion gdh A - la£. a 6t6 montr^e par mise en 
Evidence d*une activity p-galactosidase dans les souches de C. melassecola 
ATCC 17965 transformdes par pCGL 141 et pCGL142, activite absente de la 
m^e souche cransformee par pCGL 125. L'activit^ p-galactosidase est mise 
en Evidence par culture des bact^ries sur milieu complet solidifi^ (BHI. 
35 Difco ) contenant le substrat chromog^ne X-gal ( 5-bromo*4-chloro-3- 
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indolyl p-D-galactopyranoside ). Les colonies issues de bacteries possedant 
ractivit6 p-galactosidase deviennent bleues sur un tel milieu. Par culture 
des bacteries transformdes par pCGL 141 et pCGL 142 sur les milieux 1, 2, 3 
et 4 decrits ci-dessus, solidifies par adjonction d'agar a 15 g/l final, et 
5 supplement's par de la kanamycine a 25 mg/1 final et du X-Gal ^100 mg/1 
final, nous avons pu montrer que la regulation du g^ne gdh A est bien de 
type transcriptionnel puisque les colonies bacteriennes obtenues sur ces 
diff^rents milieux presentent un gradient de coloration compatible avec la 
regulation montree par mesure enzymatique. En effet, les colonies 
10 obtenues sur milieu 4, sent d*un bleu plus clair que celles obtenues , dans 
Tordre d*intensit6 croissante, sur les milieux 1, 3 et 2. 

Nous avons montr6 que cette difference se refletait au niveau de la mesure 
enzymatique de Tactivite p-galactosidase pour des cultures de 
melassecola transformee par pCGL 141 en milieu 1 et milieu 4 ( repression 
15 par le glutamate ). 

milieu milieu 1 milieu 4 

Act sp. p-gal. 0,118 0.052 

20 Les activites p-galactosidase ont ete mesur^es comme decrit par 

Miller JH (1972) (Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York), i partir d'extraits 
acellulaires de r. melassecola, 

25 selection de mutants deficients en repression catabolique 

Une mutagenese NTG d'une souche derivee de C, melassecola 
ATCC 17965 a et^ realisee. A partir de cette mutagenese, une premiere 
selection a ete appliquee sur le criiere de resistance k un analogue du 
glutamate, le 4-fluoroglutamate, Les mutants resistants k cet analogue 

30 peuvent appartenlr k differentes classes dont la classe de non repression 
catabolique. En effet, dans de tels mutants, on peut s'attendre k ce que 
reievation d'activite specifique de la glutamate deshydrogenase conduise a 
une surproduction de glutamate intracellulaire, et ainsi k une dilution de 
Tanalogue toxique, d'oCi le phenomene de resistance. Les mutants de 
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resistance au 4-fluoroglutamate ont dte rassembl6s et rensemble des 
cellules a ^t^ soumis a transformation par pCGL 141. Les bacteries 
transformdes ont €t€ etalees sur milieu 1 solidifi^ conienant du X-Gal et de 
la kanamycine. Les colonies bact^riennes pr^sentant la couleur bleue la 
5 plus intense ont 6t6 isolees, et mises en culture en milieu 1 liquide 
contenant de la kanamycine. L' activite glutamate deshydrogenase a €x€ 
mesurte k partir d'un extrait acellulaire, Tactlvite p-galactosidase a partir 
de cellules entieres tolufenisees ( Miller, 1972 ). Les resultats obtenus pour 
Tun des mutants selectionnes sont pr^sent^s d-dessous. 

10 

activite glutamate deshydrogenase p-galactosidase 

t&noin 63 10,79 

mutant 90 12,1 23,66 

15 Les resultats obtenus montrent done blen qu'il est possible de 

sflectionner par crible phdnotypique des mutants de regulation du g6ne 
gdh A avec Toutil construit. II faut noter qu'il est tr6s aisd d'^liminer pCGL 
141 et pCGL 142 des cellules apr^s selection, simplement par culture en 
absence de pression de selection kanamycine. 
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Exemple 13> Construction d'un plasmide permettant Je clonage de peptides 

Pour cette construction,^ une etape de sous-clonage de celA a 
ete realisee, Le gene celA disponibie sous forme d'un fragment Hindlll de 
3,5kb contenant la region promotrice, le gene et le debut d'un autre gene 
5 • non identifie, a ete sous-clone sous forme d*un fragment Hind lll-EcoRJ de 
2,6kb delete du morceau de gene inconnu, dans un vecteur repiicatif 
d' E. coli , le pMTL23 (Chambers, S.P., Prior, S.E^ Barstow, D.A. and Minton 
N.P. (1988) The pMTL nic - cloning vectors. I. Improved pUC polylinker 
regions to facilitate the use of sonicated DNA for nucleotide sequencing. 

10 Gene. 68: 139-^9.) 

Le site EcoR I a ete introduit par mutagenese dirigee 
immediatement derriere le terminateur de transcription du gene. Ce 
sous-clonage intermediaire, compte tenu des sites de restriction introduits 
est necessaire a I'etape suivante de clonage ; en particulier le clonage dans 

15 le polylinker de pMTL23 permet i' introduction d'un site de restriction Ncol 
juste derriere le site Eco RI, ce qui permet de sortir ie fragment contenant 
la region codante de celA sous forme d'un fragment Nael-Ncol. Cette etape 
permet egalement de disposer d'un gene celA depourvu de sequences non 
identifiees en 3'* 

20 Le clonage de eel A sous forme d*un fragment Hindlll-EcoRI a 

ete realise dans le plasmide pMTL23 en utilisant la souche receptrice 
d' E. coli TGI. La souche d' E. coli possedant ce plasmide est bien dotee du 
phenotype CMC+ associe a Texpression de TEGA ; Tanalyse des fragments 
de restriction obtenus est conforme a ce qui est attendu. 

25 La construction de pPROK-celA (figure. 20) est la suivante : 

On utilise ie plasmide pPROK-1 de a,6kb disponibie chez 
Ciontech Laboratories, Inc* <Palo Alto, CA, USA). 

Ce plasmide repiicatif chez E. coli contenant ie promoteur tac 
(Brossius et coll. Gene 27:161, 198<>) est hydrolyse par EcoRI-NcoI. 

30 On introduit ensuite dans cette restriction les adaptateurs 

DGPI/DGF2 de la figure 19 sous forme EcoRI-Bluntf ces adaptateurs creent 
le site BstXI. Puis on introduit celA sous forme Nae I(blunt)- Nco I a partir de 
la construction precedente. 

Le plasmide ainsi obtenu est denomme pPROK-ceiA. 11 

35 c mporte le gen eel A sous le contrdle du promoteur tac separ' par un sit 
BstXI introduit gr^ce aux adaptateurs DGFi/DGF2. 
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Exemple 1»>^ Construction d'un piasmide permettant I'expression de 
sequences AO multiples 

Pour realiser I'insertion d'une sequence codant pour 20 unites 
Ala-Gin (AQ) on utilise un deuxieme couple d'oligonucleotides de synthese 
denommes DGF5/DGF6 (figure 1.9) qui correspondent au gene synthetique : 

5* CAGCAQJ^qCAGGCA 3' 
3' CCGTGTCCAQI^qGT 5' 
[AQ] representant la sequence codant pour Ala-Gin. 

Les extremites des sequences de DGF5 et DGF6 sont 
compatibles avec le site BstX I et la sequence peut done €tre clonee dans ce 
site* 

Les sequences d'extremites de DGF5 et DGF$ sont telles que^ 

d'une part, elles orientent la direction du clonage, et, d'autre part, elles 

detruisent le site BstXl a la suite du clonage. 
^-5 L'utilisation d'adaptateurs non phosphoryles evite d'introduire 

plusieurs genes synthetiques en tandem. 

Apres digestion du pPROK-celA (figure 20) par BstX I et 

ligation du gene synthetique, on obtient : pPROK(AQ)2QceIA ayant la 

structure representee figure 20. 
20 La figure 21 detaille plus particulierement la structure du site 

de fusion AQ/EGA et montre Tinter^t du site BstXI utilise, Ce site est de 

structure : 

CCATGGCAATGG 
On constate qu'il comporte un codon de depart ATG ainsi que 
2^ le codon codant pour I'alanine, GCA et un 2eme codon ATti pour i'insertion 
d'une methionine apres la sequence codante determinee* 

LUnsertion de Tadaptateur DGF5/DGF6 ne peut se faire que 
dans un sens et n'introduit aucune base etrangere a l*objet vise. 

Ce piasmide est traite par BamH I et traite par ligation avec 
^0 le produit de restriction du piasmide pCGL125 traite par la mfime enzyme. 
Le piasmide pCGLI25 (figure 22) est un piasmide fonctionnel de 
Brevibacterium lactofermentum 15 comportant une origine de replication 

pBLl. 
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Par transformation de ladite souche par . le piasmide 
(pCGLI25-(AQ)2o-celA) (pCGLI002 figure 11) et selection des souches 
transformees on obtient une souche seJon la presente invention, 

Dans toutes les fusions qui sont realisees, la traduction 
commence par une methionine immediatement suivie par (AQ)2q ; on a 
egalement pris la precaution de border (AQ)2q par une methionine en 
COOH-terminal ; la detection du polypeptide AQ fusionne ou non a la 
proteine celA peut se faire grSce a des anticorps specifiques ou par 
detection analytique apres purification sommaire de ia proteine de fusion 
et hydrolyse au bromure de cyanogene ou inversement. Les proprietes 
particuiieres des peptides repetes permettent une separation aisee. 

Les souches citees ont les origines suivantes : 
Escherichia coli 

. CLR207 recA B. Bachman 
i5 . DH5aipha Gibco BRL 

. GM2929 B. Bachman 

. TGI Institut Pasteur 

Brevibacterium flavum 

. ATCC 1<^D67 ATCC 
20 Corynebacterium giutamicum (Brevibacterium lactofermentum) 
.15 S. Bonassie 

. ATCC 21086 ATCC 
Corynebacterium giutamicum (Corynebacterium melassecoJa) 
• ATCC 17965 ATCC 

La souche DH^alpha est disponible dans le catalogue de 
Clontech laboratories n' C1021-1 (Palo Alto, CA, USA). 

Les souches ATCC sont disponibles a American Type Culture 
Collection c/o Sales and Marketing Departement, 12301 Parkiawn Drive, 
Rockville, MD 20852 USA. 

Une souche a ete deposee dans la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM) de I'lnstitut Pasteur (Paris) ie 
23 juillet 1991 : 

. Brevibacterium lactofermentum 15 (CGL2005(B115) sous le n*» 1-1126. 
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